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研究成果の概要（和文）： 
	
 我々は出芽酵母（S. cerevisiae）と緑色蛍光蛋白質（GFP）を用いた GPCR改変体の構築・評
価系を確立し，従来の 3分の 1程度の期間で改変体構築から発現評価までを行うことを可能と
した．この改変体構築・評価系を用いることで，GPCRの一つであるヒスタミン H1受容体（H1R）
の大量調製に成功し，第一世代の抗ヒスタミン薬ドキセピンとの複合体構造を明らかにした．
さらにこの立体構造より受容体選択性にかかわる新たなアニオン結合部位を見出した． 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We developed a platform using budding yeast (S. crevisiae) and green fluorescent protein 
(GFP) for the rapid construction and evaluation of GPCR variants for structural studies. This 
platform cut the process time in one third. We produced a stable and highly-expressed 
histamine H1 receptor (H1R) using this platform. We determined the crystal structure of the 
H1R in complex with doxepin, an inverse agonist antihistamine. The H1R structure provides 
key information that should aid the development of highly selective antihistamines. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒスタミン H1受容体（H1R）はアレルギー
症状の主な要因となっていることから，創薬
の大きなターゲットとなっている．抗アレル
ギー薬として用いられる抗ヒスタミン薬
（H1R阻害剤）は，他の受容体においても阻
害効果を示し，抗コリン作用などの副作用を
引き起こすことが知られている．H1Rの立体
構造を高分解能で明らかにし，抗ヒスタミン
薬の阻害機構を明らかにすることで，より選

択性の高い治療薬の開発に結び付く有力な
情報が得られると考えられる． 
	
 申請者は出芽酵母のプラットフォームを
用いて H1R改変体の作製を行ったところ，N
末端と細胞内第 3 ループを削除した改変体
（Nd-i3d），および N末端を削除し細胞内第 3
ループに T4 リゾチームを融合した改変体
（Nd-T4L）において，野生型よりも顕著なリ
ガンド結合活性の向上が見られた．最終的に
発現宿主をピキア酵母に移し，H1R-T4Lの大
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量精製系の確立に至った． 
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は，H1Rとその阻害剤である
抗ヒスタミン薬の複合体構造を X 線結晶構
造解析により高分解能で決定し，抗ヒスタミ
ン薬の阻害機構を原子レベルで明らかにす
ることである． 
	
 本研究ではピキア酵母で発現したH1R-T4L
を用いて，(1) 精製時の界面活性剤濃度の最
適化，(2) 結晶化条件の最適化，(3) H1R-T4L
変異体コンストラクトの検討，（4）精製条件
の最適化を検討することで分解能の向上を
目指す． 
 
 
３．研究の方法 
（１）培養，精製および結晶化条件の最適化 
	
 	
 pHや温度，あるいはジメチルスルホキ
シド（DMSO）等の添加剤を加えることで，
培養条件の最適化を行う．H1R-T4Lはピキア
酵母の細胞膜を可溶化し，金属キレートアフ
ィニティークロマトグラフィーにより精製
し，TEVプロテアーゼを用いて，C末端に融
合した GFPを切断する． 
	
 精製し特に高い界面活性剤の濃度はキュ
ービック相の形成に影響を与えるため，界面
活性剤濃度に注意しながら精製を行う．界面
活性剤濃度が高いと思われる場合，最終精製
にゲルろ過を行うことで界面活性剤濃度を
下げる． 
	
 キュービック相形成の条件が狭く，結晶化
において pH，温度，沈殿剤濃度をあまり変
えることができないため，添加剤として用い
る種々のイオンや界面活性剤が重要となる
が，初期スクリーニングの結晶化条件を基に，
微調整することでより良い結晶を作製する． 
 
（２）コンストラクトの検討 
	
 現在の H1R-T4L変異体は C末端に GFPを
融合しているため，精製の途中の段階で GFP
を TEVプロテアーゼで切断し，取り除いてい
る．このステップが結晶性に影響を及ぼして
いる可能性もあるため，GFPを除いたコンス
トラクトを作製し TEVプロテアーゼ処理の
ステップを除いた精製方法も試す． 
	
 結晶構造が解明された β2アドレナリン受
容体（ADRB2）とアデノシン A2a受容体
（ADORA2a）では，T4リゾーチームを融合
する位置がN末端側で 1残基異なるのみだが，
結晶中での T4Lの配向は大きく異なってい
た．そこで H1Rにおいても，結晶中でのパッ
キングを改善し高分解能の回折データ取得
を目指すため，T4リゾチームを融合する位置
（N末端側，C末端側）を 1残基長くまたは
短くした変異体４種類を作製した．  

 
 
 
４．研究成果 
（１）ピキア酵母による H1R-T4L発現条件の
最適化 
	
 pH や温度，あるいはジメチルスルホキシ
ド（DMSO）等の添加剤を加えることで，培
養条件の最適化を行った．さらにリガンドを
培地中に添加することで発現量の大幅な向
上が見られた（図１）．また安定に精製する
ため，精製の全ての段階でリガンドを添加し
て行った． 

図１	
 リガンド存在下（実線）および非存在
下（点線）における H1R-T4Lの発現量の変化 
 
（２）結晶化と構造解析 
 結晶化および構造解析は，京都大学医学研
究科の岩田研究室、Scripps 研究所、および
Diamond放射光施設の協力のもとで行われた．
精製した H1R-T4L 結晶化を高濃度に濃縮し，
モノオレインを用いたキュービック相結晶
化法により結晶化と行った．インバースアゴ
ニストである Doxepinと H1Rの複合体の結晶
化は，26-30% (v/v) PEG400，300 mM リン酸
アンモニウム, 10mM 塩化マグネシウム, 100 
mM クエン酸ナトリウム pH 4.5 の周辺条件
でおこなった．また回折データ収集は英国
Diamond放射光施設のマイクロフォーカスビ
ームを用いて行い，分解能 3.1Åで構造決定し
た． 
 
（３）H1Rの全体構造 
	
 H1R-Doxepin 複合体の全体構造は，GPCR
に共通して見られるように，7 本の膜貫通ヘ
リックスと 1本の両親媒性ヘリックスで構成
されていた（図 2）．主鎖の Cα原子の平均二
乗偏差（RMSD）を他の GPCRと比較したと
ころ，膜貫通領域の構造は β2 アドレナリン
受容体やドーパミン D3 受容体といったアミ
ン受容体に近く，ロドプシン，アデノシン
A2a 受容体あるいは CXCR4 ケモカイン受容
体といった系統的に異なる受容体とは離れ
ていた．特に細胞外第 2ループ部分に大きな
構造の違いが見られ，これによりヘリックス
3 と 5 の端の部分に，他の受容体と比較して



大きな構造の相違が見られた．第 3ヘリック
スの D(E)RYモチーフのアルギニン（R125）
は第 6 ヘリックスの 6.30 位のグルタミン酸
（E410）との間で Ionic-lock を形成しておら
ず，その代わりに 6.36 位のグルタミン残基
（Q416）と水素結合を形成していた．  

図 2	
 H1R-Doxepin複合体の全体構造 
 
 
（４）Doxepinとの結合部位の構造 
	
 Doxepin は特異性の低いインバースアゴニ
ストである．Doxepinは H1Rと高い親和性（解
離定数で約 0.3nM）で結合するが，多くのア
ミン受容体とも無視できない親和性（解離定
数で数十〜数百 nM）で相互作用する．構造
解析の結果，Doxepinは主にヘリックス 3，5，
6 の残基で形成されるポケット深くに結合し
ていた．また他のアミン受容体でも共通して
見られるように，第 3ヘリックスのアスパラ
ギン酸（Asp1073.32）と Doxepin のアミノ基
がイオン結合を形成していた．ジベンゾオキ
セピン環の部分は，ロドプシン以外の GPCR
リガンドと比較して 5Å以上深い位置に結合
しており，GPCR の活性化に重要で保存性の
高いトリプトファン（W428）と直接相互作用
することで H1R の機能を阻害していると考
えられる．また Doxepinが相互作用する残基
を受容体間で比較したところ，アミン受容体
で保存性の高い残基と多く相互作用してい
ることが明らかとなった（図 3）．つまり本立
体構造から，Doxepinの低い受容体特異性が，
多数の保存性の高いアミノ酸残基との相互
作用に起因するということが明らかとなっ
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3	
 Doxepin結合部位周辺の構造 
 
 
（５）アニオン結合部位 
	
 今回の結晶構造から，H1Rの細胞外領域に，
Lys179，Lys191および His450といった，H1
受容体に特異的な塩基性アミノ酸残基で構
成されたアニオン結合サイトが見つかった
（図 4）．結晶中でこの部位にはリン酸イオン
が強く結合していた．リン酸イオンの存在下
／非存在下で熱安定性を比較したところ，リ
ン酸イオンの存在下で熱安定性が 4〜5℃上
昇しており，この結合は生化学的にも示され
た． 

図 4	
 アニオン結合部位 
 
	
 特異性の高い第 2，第 3 世代の抗ヒスタミ
ン薬の中には，官能基としてカルボキシル基
を有しているものがある．立体構造をモデル
にこれらの抗ヒスタミン薬の結合をシミュ
レーションにより解析したところ，このカル
ボキシル基がアニオン結合サイトに結合す
ることが予想された．実際にその中の一つで
ある Cetirizineを用いて，H1Rの熱安定性解析
を行ったところ，リン酸の存在下においても
熱安定性の向上は見られなかった．おそらく
Cetirizine のカルボキシル基がアニオン結合
サイトに結合し，リン酸イオンが結合できな
くなっているためではないかと考えられる．
このアニオン結合サイトは H1 受容体に特徴
的な部分であるため，特異性の高い薬剤開発
の標的部位になりうると考えられる． 
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（６）分解能の更なる向上を目指した改変体
の作製 
	
 さらなる高分解能の構造解析を目指して，
T4リゾチームの融合位置を変えた改変体を 4
種類作製し、これらの Pichia酵母を用いた大
量調製系を確立し、現在結晶化を試みている。
また他の融合蛋白質の検討等を行っている． 
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